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Abstract 
 
【目的】炎症は様々な要因によって引き起こされ、花粉症、アトピー性皮膚炎などのアレルギ
ー性疾患、関節リウマチや炎症性腸疾患などの自己免疫性疾患が私たちの生活を害するものとし
て認識されている。各炎症性疾患で発症メカニズムは異なるがその元となっているのは炎症反応
である。その炎症反応を阻害、あるいは軽減することによって、炎症性疾患を抑制しうる天然物
由来成分を見出し、その作用機序を解明することが目的である。  
【方法】天然のサンプルをメタノール抽出した後、減圧乾固し蒸留水に溶解してマウスに経口
投与した。1 時間後 1% Carrageenan をマウスの右後肢の足蹠皮下に注射し、経時的に右後肢の
足蹠容積及び厚さを測定した。また、RAW264.7 細胞にサンプルを添加培養し、上清に産生され
た一酸化窒素(NO)量を Griess 法によって定量した。同時に細胞生存率を確認するため、細胞生
存率評価試験（MTT 試験）を行った。 
【結果】カラゲニン浮腫抑制作用を示す天然物のスクリーニングを実施したところ、紅藻類キ
ントキ(Grateloupia angusta (Harvey) Kawaguchi et Wang)にカラゲニン浮腫抑制作用を見出
した。キントキ MeOH 抽出物投与マウスは、蒸留水を経口投与したコントロールマウスに比べ、
足蹠容積の減少、及び足蹠厚の有意な減少が認められた。さらにキントキ MeOH 抽出物は、
RAW264.7 細胞に対して細胞毒性を示さない濃度で、NO 産生を抑制することが明らかとなった。
キントキに含まれる活性成分の単離・精製を試みた結果、カラムクロマトグラフィー、高速液体
クロマトグラフィー、分析用薄層クロマトグラフィーによって分画を行い脂溶性のフラクション
(6-1-1-1)に活性成分が含まれていることが示唆された。 
【考察】カラゲニンはシクロオキシゲナーゼ 2（COX-2）を活性化する。COX-2 はアラキドン
酸を基質としてプロスタグランジン E２（PGE2）などを生成することで炎症反応を促進する。ま
た NO は COX-2、ホスホリパーゼ A2（PLA2）を S-ニトロシル化することで活性化し、PGE2の
産生を増強させ炎症反応を亢進させる。キントキが NO の産生を抑制したことから NO 産生抑制
を介した COX-2 の不活性化が浮腫形成抑制作用に繋がったと考えられる。キントキは食経験の
ない素材であるため安全性については確認すべき点が残されている。しかし本研究でカラゲニン
浮腫形成抑制作用と NO 産生抑制作用を確認し、この素材の抗炎症作用を見出すことができた。
キントキは抗炎症という目的で社会貢献が期待できる新規食品素材であることが示唆される。  
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略語一覧 
TNF-α：tumor necrosis factor‐α；潰瘍壊死因子-α 
NO：nitric oxide；一酸化窒素 
ONOO・：yielding peroxynitrite；ペルオキシナイトライト 
PG：prostaglandin；プロスタグランジン 
O2
－：superoxide anion；スーパーオキシド 
NADPH：NADP(reduced form)；還元型ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド
リン酸 
SAIDs：steroidal anti-inflammatory drug；ステロイド性抗炎症薬 
NSAIDs：nonsteroidal anti-inflammatory drug；非ステロイド性抗炎症薬 
PLA2：phoapholipase A2；ホスホリパーゼ A2 
COX-2：cyclooxygenase-2；シクロオキシゲナーゼ‐2 
RA：rheumatoid arthritis；慢性関節リウマチ 
QOL：quality of life；生活の質 
BK：bradykinin；ブラジキニン 
LT：leukotriene；ロイコトリエン 
IL：interleukin；インターロイキン 
IFN：interferon；インターフェロン 
LPS：lipopolysaccharide；リポ多糖 
iNOS：inducible NO synthase；誘導型 NO 合成酵素 
cNOS：constitutive NO synthase；構成型 NO 合成酵素 
NF-κB：nuclear factor – κB 
TX：thromboxane；トロンボキサン 
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第１章 序章 
1-1.疾病と炎症 
我が国の平均寿命は戦後、国民の生活環境が改善し、医学が進歩したことによって、急
速に延伸したため、我が国はいまや世界有数の長寿国となっている。しかし、人口の急速
な高齢化とともに、生活習慣病患者及びこれに起因して認知症、寝たきり等の要介護者の
増加は深刻な社会問題となっている 1)。 
生活習慣病と老化において、その原因や病態の基盤として重要なものの一つに慢性炎症
がある。肥満は体脂肪が過剰に蓄積した状態であると定義され、脂肪組織では脂肪細胞の
肥大化（中性脂肪蓄積量の増大）と脂肪細胞数の増加が認められる。肥満の脂肪組織では
脂肪細胞自身の変化のみならず、血管新生や細胞外基質の増加、マクロファージや好中球、
T リンパ球などの免疫担当細胞の浸潤が知られている。これらの組織学的変化によって引き
起こされる炎症が局所において脂肪細胞から分泌される生理活性物質（アディポサイトカ
イン）の産生調節破綻を引き起こし、メタボリックシンドロームの病態形成に関与する 2)。
また生活習慣病の他にも、炎症を主な原因とした疾患が数多く存在し、代表的な自己免疫
性疾患である関節リウマチやアレルギー性疾患であるアトピー性皮膚炎も炎症性疾患と呼
ばれる。このように炎症反応は多くの疾病と深い関わりをもっており、過剰な炎症反応を
制御することは生活習慣病を始めとした多くの疾病を予防・改善することに有効だと考え
られる。このような背景から本論文においては炎症反応に着目して研究を行った。 
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1-2.炎症の概要 
炎症は感染や外傷などで組織が損傷したときに体内で生じる生体防御反応である。具体
的には物理的刺激（機械的外傷、熱、放射線、光線、異物など）や化学的刺激（強酸、強
アルカリなど）や病原微生物、寄生虫の感染、自己抗体などの免疫抗が原因となり、局所
的な発赤、腫脹、疼痛、発熱といった 4 主徴が引き起こされる（図 1-1）。炎症は生体に加
えられる傷害の種類が何であれ、ほぼ共通した経過をたどって起こってくる。まず局所の
血管透過性が亢進して浮腫が起こり、次いで白血球の炎症巣への浸潤がみられ、最後に肉
芽形成を経て治療することが判明している。循環障害や滲出現象がみられる滲出性病変を
急性炎症と呼ぶが、数日で治療過程に進まず細胞や繊維の増殖がみられる増殖性病変とし
て炎症が慢性化することがある。これを慢性炎症と呼ぶ 3)。 
様々な侵害刺激に対して炎症反応が４大徴候を示すのはこれらの徴候が化学的触媒物質
により誘発されるからである（表 1－1）。炎症反応を引き起こすケミカルメディエーターは
数多く存在している。熱感・発赤はヒスタミン、セロトニン、プロスタグランジン E２、ブ
ラジキニン、一酸化窒素、プロスタグランジン P２などが血管の拡張作用を促進するからで
ある。腫脹はヒスタミン、セロトニン、ブラジキニン、プロスタグランジン E２、ロイコト
リエン C４などが血管透過性の亢進を行う。疼痛はブラジキニン、プロスタグランジン E２、
ロイコトリエン B４などが知覚神経系を刺激することにより生じ、発熱はインターロイキン
１B、腫瘍壊死因子 α、インターロイキン 6、インターフェロン γ、一酸化窒素などが体温
調節中枢を高レベルに設定することが原因と考えられる 1,3,4,5）。 
また炎症時に肥満細胞では、TNF-α などの炎症性アディポサイトカインやケモカインの
産生亢進とアディポネクチンのような抗炎症性アディポサイトカインの産生減少がおこり、
炎症性変化をきたす。この産生調節の破綻という脂肪組織機能の異常によって、インスリ
ン抵抗性をはじめとする糖尿病や肥満、高血圧、脂質異常症などの生活習慣病の基盤に関
連することからも研究課題として非常に重要であることがうかがえる 1-5）。 
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多くの炎症はその原因を除去することにより沈静化するが、炎症原因を除去できない、
あるいは原因を除去しても収まらない、原因が不明であるなどという難治性炎症性疾患は、
特に宿主の免疫応答性を含めた炎症惹起の内的因子、あるいは遺伝素因からなる宿主要因
が関わる疾患（表 1－2）であり、抗炎症戦略において重要である 1)。 
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1-3.炎症性メディエーター 
 一酸化窒素（NO ）による各種ウイルス感染病態の増悪機構として、NO とそれに付随し
て生成するペルオキシナイトライト（ONOO・）などの反応性窒素酸化物などが炎症反応
の促進作用をもたらし、炎症性メディエーターとして機能している。NOには血管平滑筋弛
緩作用に加えて、炎症性病変に特徴的に認められる浮腫すなわち血管透過性亢進作用を誘
発する活性が確認されている。さらに NOがプロスタグランジン（PG）の生合成を促進さ
せることも報告されている 6,7,8)。 
 NOは炎症巣において好中球やマクロファージにより産生される活性酸素の 1 つである
スーパーオキシド（O2‐）と反応し、ONOO・などの NOよりも反応性が高い分子種を生成
させることが知られている１）。ONOO・は最大の酸化力と細胞毒性を持つ。ONOO・は活
性酸素種(ROS)や活性窒素種(RNS)を生成する。ROS や RNS は炎症、動脈硬化症、癌など
のような多くの病態に係わっている 9)。 
O2-は生体に対して全く異なる２つの作用を併せ持つ物質である。一方は免疫システムに
関わる。免疫関与細胞である好中球やマクロファージは、その表面が細菌や抗原抗体複合
体で刺激されると、NADPH オキシターゼが多量の O2-を生成するようになる。この O2‐は
活性酸素として働き、殺菌作用を示す。しかしながら O2-が過剰に生成された場合には生体
は炎症反応を引き起こし、自己免疫疾患、がん、アルコール性肝炎などにも進行すること
があり得ることが知られている 3)。 
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1-4.抗炎症薬 
現在、抗炎症薬としてステロイド性抗炎症薬（SAIDs）、非ステロイド性抗炎症薬
（NSAIDs）、抗リウマチ薬、免疫抑制薬などが多く用いられている。 
SAIDs はタンパク質であるリポコルチンの産生を促進する。リポコルチンはリン脂質か
らアラキドン酸を遊離させる作用を持つホスホリパーゼＡ2（PLA2）の活性を抑制する、そ
れによって炎症部位でシクロオキシゲナーゼ-2（COX-2）の誘導を抑制する。COX-2 の抑
制によって PG類による血管拡張、血管透過性亢進から起こる白血球の遊走に起因する炎症
反応やブラジキニン増強作用による痛みを抑制する 3)。 
しかしステロイド療法に際して問題になるのは副作用である。副作用の多くに感染症が
あり、その他にも糖尿病、心筋梗塞、無菌性骨壊死、消化性潰瘍、病的骨折を認める 10,11,12)。 
また非ステロイド性抗炎症薬（NSAIDs）はアラキドン酸カスケードにおいて COX を阻
害し PG 産生を抑制し、抗炎症作用を示す。SAIDs に比べて作用が弱いので危篤な副作用
も少ないが、PGの生理活性を阻害してしまうので胃障害や気管支喘息、腎障害などの副作
用がみられる 13,14)。 
また疼痛に関しても、硫酸モルヒネと他の鎮静剤、麻薬性鎮痛薬は急性および慢性激痛
に関する最も効果的な処理であると知られている。しかし、これらの薬剤は耐性や副作用
の問題を生じるため臨床応用には注意が必要である。現在では反復投与の間に寛容性また
は容認できない副作用を発生させずに鎮静剤の効力を維持する新しいアプローチに対する
関心は深まっている 15)。 
抗リウマチ薬は関節リウマチ（RA）の治療薬で、炎症自体を抑える作用はもたないが RA
の免疫異常を修飾することによって、RA の活動性をコントロールしている。抗リウマチ薬
は、その作用機序から免疫調整薬と免疫抑制薬に分類される。しかし抗リウマチ薬は副作
用発現率が高い、最も多い副作用は消化器症状と皮疹であり、軽度ならば対象両方により
治療を継続できる場合も多い。しかし中には血液障害、腎障害、間質性肺炎などの生命に
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関わる危篤な副作用もある 16-19)。 
免疫抑制薬は非特異的免疫抑制法の 1 つであり、膠原病を含む全身性自己免疫疾患をは
じめ免疫異常が病因に関与する様々な病態に使用される。しかし自己免疫疾患は、自己に
対する免疫反応が主たる病態であり免疫抑制薬はこれを抑制するが、効果は非特異的であ
り、骨髄抑制、日和見感染、二次発癌といった重大な副作用が発現しうる 3,20)。 
上記の通り抗炎症に関わる薬には副作用もあり、使用する人々の QOL（生活の質）を低
下させる可能性も考えられる。そこで安心して摂取できる抗炎症剤の研究・開発は重要で
あると考える。 
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1-5.抗炎症作用をもつ食品 
現代におけるバランスの悪い食生活やストレスの多い生活環境の中でいかに健康に生き
ていくかということは重要である。健康で一生を終える健康寿命を延ばすためには、悪く
なった病気を治す治療医学よりも病気になる時期を遅らせる予防医学の考えが必要となる。
ヒトの健康を支える栄養素を 6 大栄養素と呼ぶが、負の要因が多い現代社会において６大
栄養素だけでは補いきれない栄養素を補うことができる食品をヘルスフードと呼び、予防
医学において必要なものとなる 21)。 
ヘルスフードの具体的な機能は食品の第三次機能を有することである。ヘルスフードが
持つ生理作用が生活習慣病を始めとした現代社会で問題となっている様々な疾病の予防に
有効だと考えられている。 
抗炎症作用をもつ食品は数多く報告されている 22-47）。例えばブドウ属コウシュウブドウ
（Vitis vinifera Koshu (FG)）由来の発酵ブドウ搾汁かすは肥満細胞の脱顆粒応対に反応し
抗炎症・抗アレルギー作用を示す 23）。またノブドウの根や茎に含まれるスチルベン系化合
物は強い一重項酸素消去作用をもち抗酸化作用、抗炎症作用が報告されている 25）。インド
ネシアやマレーシアで栽培されている赤ショウガを用いたヒト臨床実験ではヒアルロン酸、
血小板及び C 反応性タンパク質など炎症パラメーターの低下が観察され鎮痛作用や抗炎症
作用が報告されている 33）。 中国広西地方を中心に飲用されている甜茶は血管透過性亢進
抑制作用をもつ抗炎症・抗アレルギー食品であると報告されている 45）。これらのように世
の中には抗炎症作用をもつ食品の報告が多数存在し、これらを食生活に取り入れることで
炎症の予防・軽減効果が期待されている。 
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1-6.本研究の目的 
高齢化の進むわが国では、炎症性疾患による患者の増加はますます上昇すると考えられ
る。これらの治療には医薬品を用いるのが一般的だが、前述したようにステロイド性抗炎
症薬や非ステロイド性抗炎症薬、抗リウマチ薬、免疫抑制薬には副作用が伴うものも多い
ため安全に使用できるとも限らない。そこで誰でも安心・安全に長期間摂取することがで
き、炎症性疾患の予防と改善に効果のあるヘルスフードが必要であると考えられる。 
本研究ではカラゲニン浮腫モデルマウス試験と一酸化窒素産生抑制試験を用いて、抗炎
症作用を有する新規食品素材の探索を行った。カラゲニン浮腫モデルマウス試験を用いて
スクリーニングを行い約 100 種類のサンプルの中から紅藻類ムカデノリ科の海藻であるキ
ントキ（Grateloupia angusta (Harvey)Kawaguchi et Wang）に抗炎症作用があることを
発見した。このことからキントキの抗炎症作用の作用機序解明や関与成分の同定を行い、
炎症反応で苦しむ人々へ向けた症状の軽減や炎症性疾患の予防に役立つ新規食品素材を世
の中に発表することを目的とした。 
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図 1-1. 炎症 4 徴候の発生機序 
 
 
 
 
表 1-1. 炎症 4 徴候とメディエーター 
徴候 メディエーター 作用機序 
発赤 
熱感 
ヒスタミン、セロトニン、
PGE2、 
BK、NO、PGI2 
 
血管の拡張 
腫脹 ヒスタミン、セロトニン、 
BK、PGE2、LTC4 
血管透過性の亢進 
疼痛 BK、PGE2、LTB4 知覚神経系の刺激 
 
熱感 
IL-1β、TNF-α、 IL-6、
IFN-γ、NO 
 
体温調節中枢の高レベル設定 
 
刺激
物理的刺激（機械的外傷、熱、放射線など）
化学的刺激(強酸、強アルカリなど）
病原微生物、寄生虫の感染
自己抗体
血管の拡張 血管透過性の亢進 知覚神経系の刺激
発赤 熱感 腫瘍 疼痛
炎症の四徴候
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表 1-2 主な炎症性疾患の原因と対処法 1) 
 
炎症性疾患 発症原因 対処法 
肺炎 病原微生物の呼吸器系終末
部への侵入 
ステロイド薬によるサイト
カインの抑制 
敗血症 サイトカインなど炎症性メ
ディエーターの過剰反応 
ステロイド薬による細胞膜
安定化作用からのサイトカ
イン放出抑制 
慢性関節リウマチ サイトカインや化学伝達物
質による炎症、関節破壊 
炎症性サイトカイン、PG、
NO、活性酸素などの抑制 
全身性エリトマトーデス 免疫複合体の組織沈着 ステロイド薬、非ステロイド
薬、免疫抑制剤を用いた免疫
抑制療法 
痛風 尿酸塩の沈着による急性単
関節炎 
尿酸塩結晶の炎症惹起性の
緩和 
気管支喘息 アレルギー反応や細菌・ウイ
ルス感染などに惹起される 
炎症細胞（肥満細胞・好塩基
球・好酸球）の遊離抑制 
潰瘍性大腸炎 大腸の原因不明のびまん性
非特異性炎症 
遺伝子治療（免疫抑制剤） 
クローン病 消化管の線維化や腫瘍を伴
う肉芽腫性炎症性病変 
赤沈、発熱などの正常化 
アトピー性皮膚炎 IgE 抗体を作りやすい人に
特有の湿疹性皮膚炎 
血管壁への炎症細胞の接着
と浸潤抑制、サイトカイン転
写・生産抑制 
乾癬 T リンパ球と好中球の浸潤 血管壁への炎症細胞の接着
と浸潤抑制、サイトカイン転
写・生産抑制 
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第２章方法 
2-1．スクリーニング 
 
スクリーニングはカラゲニン浮腫モデルマウスを用いてサンプルを評価した。サンプル
には三重県尾鷲湾で採取した海藻、無作為に採取した植物など約 100 種類を用い、各々を
水切り、乾燥した後にメタノール（MeOH）に浸し常温で一週間抽出を行った。抽出液を
ろ過、減圧乾固し、得られたものを実験に用いた。 
 
2-2．キントキ MeOH 抽出物の調製 
 
 キントキ Grateloupia angusta(Harvey)Kawaguchi et Wang 48,49,50,51)は紅藻類スギノリ
目ムカデノリ科の太平洋沿岸中部より南の暖海に分布している海藻である 52)。 本研究では
尾鷲市三木浦町で採取されたものを尾鷲物産株式会社から提供していただいた。抽出には
生の藻体を用い、上記の方法で得たメタノール抽出物を実験に用いた。 
 
 
キントキの写真 
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2-3．カラゲニン浮腫モデルマウス試験 
 
2-3-1. 実験動物、飼育、管理 
実験動物として ddY マウス、雄性、9 週齢（日本 SLC）を用いた。マウスの飼育室は温
度(25±0.5℃)、湿度(60±3%)、明暗サイクル 12 時間の環境下で飼育した。水と飼料(MR ス
トック、日本農産工業)は自由摂取とした。 
 
2-3-2．カラゲニン浮腫モデルマウス試験の手順 
マウスの右後ろ肢足蹠の容積と厚さを測定し(0 時間値)、蒸留水で懸濁したサンプルを
250 mg/kg 、500 mg/kg の用量となるようにマウスに経口投与した。Control には同量の
蒸留水を経口投与した。１時間後、右後ろ肢足蹠皮下へ生理食塩水で溶解した
1 %Carrageenan(COSMO BIO)を 50 μl、注射投与した。注射後、各時間において右後ろ肢
の容積と厚さを測定した（図 2-1）。 
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2-3-3 足蹠厚さ増加量の測定 
カラゲニンによってマウス足蹠部に惹起した浮腫の程度を各時間において足蹠部の厚さ
と容積の増加量で評価した。測定の手順は図 2-2.に示した。厚さの増加量については厚み測
定器(Peacock 社)を使用し、マウスの右後ろ足蹠が水平に伸びるように固定して測定器のヘ
ッドの部分が右後ろ足蹠の突起の中央に位置するようにして測定した。 
  
2-3-4 足蹠容積増加量の測定 
容積の増加量測定手順については図 2-3.に示した。サンプルチューブに水を満たし、その
チューブからシリンジで約1.0～4.0 mlの水を取る。マウスの足首までチューブ内に入れる。
シリンジで抜き取った水をチューブが満たされるまで戻し、シリンジに残った水量を読み
取った。 
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2-4．一酸化窒素（ＮＯ）産生抑制試験 
 
2-4-1．細胞培養 
RAW264.7 細胞（マウス由来マクロファージ様細胞）をカルシウムとマグネシウムを含
まないリン酸緩衝液（PBS(-), pH 7.0）で洗浄後、0.25% Trypsin-EDTA（GIBCO）を用い
て細胞を剥がし 15,000 rpm で 2 分間遠心分離を行った。遠沈後、10% Fetal bovine serum 
(FBS)、L-Glutamine、phenol red を含む DMEM 培地（Wako）で細胞濃度を 1×106 cells/ml
となるように調製し、96 well plate に 100 μl 播種した。播種した細胞は 5% CO2、37℃の
環境下においてインキュベートした。 
 
2-4-2．NO の測定 
RAW264.7 細胞を 96 well plate にて 24 時間培養後、キントキ MeOH抽出物と LPS 
(lipopolysaccharide)（SANTA CRUZ）を 50 µl ずつ添加し、さらに 24 時間培養した。キ
ントキ MeOH抽出物は MeOH で 20 mg/ml に調製し、さらに DMEM 培地で 50 倍に希釈
し、終濃度 100 µg/ml として実験に用いた。また、LPS は蒸留水で 1.2 mg/ml に調製後、
DMEM培地で 500倍に希釈し、600 ng/mlとして実験に用いた。24時間培養後、別の 96 well 
plate に培養上清を 100 µl 回収し、Griess 試薬(1% sulfanilamide（Wako） / 0.1% 
N-naphthylethylenediamine（Wako）・2HCl in 2.5% H3PO4（Wako）=1/1  (v/v))を 100 µl
加えて 550 nm の吸光度を測定することにより上清中の NO2を測定した。検量線は終濃度
0～100 mM となるように NaNO2（Wako）を用いて作成した。 
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2-5．細胞生存率の測定（ＭＴＴ試験） 
キントキ MeOH 抽出物と共に 24 時間インキュベートした細胞の培養上清を除去し、  
5 mg/ml の MTT 試薬（SIGMA）を 1 µl 加え 15 分間インキュベートした。インキュベー
ト後、上清を除去し 100 µl の DMSO (dimethyl sulfoxide) （Wako）を加え 550 nm にて
吸光度を測定することで細胞生存率を算出した。 
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2-6．実験値の統計処理 
2-3 と 2-4 の実験において、各値は平均値±標準誤差で表した。有意差検定は Student の
t-検定で評価し、p 値が 0.05 未満であるとき、有意差があると評価した。 
 
2-7.分離・精製の操作 
 
2-7-1 溶媒の濃縮 
ダイアフラム真空ポンプの減圧下（30～50 mmHg）、ロータリーエバポレーターを用い、
水浴温度 20～30℃で行った。水の濃縮は凍結乾燥によって行った。溶媒類は市販の特級お
よび HPLC 用を用いた。 
 
2-7-2 二液分配法 
分液ろうとを用いて、等量の極性が異なる二種類の溶媒にサンプルを溶かし、十分に振
とうした後に放置し、上層と下層をそれぞれ回収した。同じ操作を三回繰り返した。回収
した溶液をエバポレーターにて減圧乾固し、秤量した。 
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2-7-3 クロマトグラフィー  
（a） カラムクロマトグラフィー 
 順相系担体として Silica gel (Silica gel 60, 0.063 - 0.200 mm, ナカライテスク)または
逆相系担体として ODS gel (Cosmosil 75C18-OPN, メルク)を用いた。ODS シリカゲルはナ
カライテスク（株）製のシリカゲル Cosmosil 75C18-OPN を用いた。 
 
（b） 高速液体クロマトグラフィー (HPLC) 
 目的とする成分の分析および分種には、日光分光（製）の送液ポンプ PU-2089i plus 型
装置および紫外分光光度計 UV-2070i plus 型装置を用いた。カラムは野村化学（株）製
Develosil ODS HG-5 を用いた。 
 
（c） 分析用薄層クロマトグラフィー (TLC) 
 E Merck 社製 TLC プレート、ODS RP-18WF254S (Art. 1.13124)を用いた。化合物の検
出は、UV (254 nm)の照射と、p - アニスアルデヒドの含有エタノール溶液(95%エタノール 
500 ml、p - アニスアルデヒド 13.7 ml、濃硫酸 18.4 ml、酢酸 5.6 ml より精製)に浸し、
ホットプレート上で加熱発光させることにより行った。 
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図 2-1. カラゲニン浮腫モデルマウス試験のタイムスケジュール 
 
マウスの右後ろ肢足蹠の容積と厚さを測定し(0 時間値)、蒸留水で懸濁したサンプルをマウ
スに強制経口投与した。Control には同量の蒸留水を強制経口投与した。１時間後、右後ろ
肢足蹠皮下へ生理食塩水で溶解した 1%カラゲニンを 50 μl、注射投与した。注射後 2、4、
6、8 時間後において右後ろ肢の容積と厚さを測定した。 
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図 2-2． 厚さ測定方法 
 
厚さの増加量については厚み測定器(Peacock 社)を使用し、マウスの右後ろ足蹠が水平に伸
びるように固定して測定器のヘッドの部分が右後ろ足蹠の突起の中央に位置するようにし
て測定した。 
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図 2-3．容積測定方法 
 
① サンプルチューブに水を満たした。 
② 水を 2/3 程シリンジで吸い上げた。 
③ マウスの右後ろ肢を印のところまでサンプルチューブに入れた。 
④ 印のところまでサンプルチューブにシリンジで吸い上げた水を入れた。 
⑤ シリンジに残った水をマウスの肢の容積とし数値を記録した。 
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第３章結果 
3-1.スクリーニングの結果 
スクリーニングはカラゲニン浮腫モデルマウス試験を用いてサンプルの抗炎症作用を評
価した。カラゲニン浮腫のピークとなる注射 4 時間後の厚さと容積に焦点を当て、サンプ
ルの代わりに蒸留水を投与したコントロール群と比較し、浮腫形成抑制率が 20％以上のも
のを「△」と示し、浮腫形成抑制率が 45%以上のものを「◎」と示した（表 3-1.）。 
スクリーニングの結果、紅藻類キントキに最も強い浮腫形成抑制作用すなわち抗炎症作
用がみられた。このことからキントキについて以降の検討を行った。 
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3-2.粗抽出物の活性 
 
3-2-1.カラゲニン浮腫モデルマウス試験 
キントキ MeOH抽出物投与群では 250 ㎎/㎏投与群と 500 mg/kg投与群において有意に
浮腫を抑制した。厚さの増加量では Control 群を 100%とすると 250 mg/kg 投与群におい
て 2 時間目では 31.5%、4 時間目では 25.9%抑制した。500 mg/kg 投与群において 2 時間
目では 64.0%、４時間目では 53.1%抑制した。 
また容積の増加量でも 250 ㎎/㎏投与群と 500 mg/㎏投与群において、濃度依存的な浮腫
形成抑制傾向がみられた（図 3-1.）。 
  
3-2-2.一酸化窒素（NO）産生抑制作用試験 
キントキ MeOH 抽出物添加群は 3.125～200 µg/ml の範囲において細胞生存率評価試験 
（MTT assay）における細胞生存率の低下はみられなかった。またキントキ MeOH抽出物
添加群は Control 群と比較して 25～200 µg/ml において濃度依存的に有意な NO 産生抑制
作用がみられた。25 µg/ml では 12.5 %、50 µg/ml では 28.5 %、100 µg/ml では 44 %、200 
µg/ml では 43 %の NO 産生抑制作用がみられた（図 3-2.）。 
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3-3.活性成分の分離・精製 
 
3-3-1. キントキ粗抽出物の分画 
キントキ粗抽出物(メタノール抽出物)の分画の手順は図 3-3 に示した。粗抽出物を酢酸エ
チルと蒸留水とで分液し、減圧乾固した結果、酢酸エチル画分(78%)と水画分(22%)を得た。 
酢酸エチル画分をヘキサンと 90%メタノールとで分液し、減圧乾固した結果、ヘキサン画
分(37%)と 90%メタノール画分(19%)を得た。90％メタノール画分をカラムクロマトグラフ
ィーで分離し減圧乾固した結果、フラクション1（0.05%）、2（0.05%）、3（0.05%）、4（0.02%）、
5（0.10%）、6（2.00%）を得た。フラクション 6 を ODS カラムクロマトグラフィーで分離
し減圧乾固した結果、フラクション 6-1（0.6%）、6-2（0.7%）、6-3（0.6%）を得た。さら
にフラクション 6-1 と 6-2 を高速液体クロマトグタフィーで分離し減圧乾固した結果、フラ
クション 6-1-1（0.02 %）、6-1-2（0.03 %）、6-1-3（0.03 %）とフラクション 6-2-1（0.11%）、
6-2-2（0.12%）、6-2-3（0.13%）を得た。分析用薄層クロマトグラフィーの結果より、フラ
クション 6-1-1 と 6-2-1 をフラクション 6-1-1-1（0.12%）とし、フラクション 6-1-2 と 6-1-3
をフラクション 6-1-1-3（0.06%）とし、フラクション 6-2-2 と 6-2-3 をフラクション 6-1-1-2
（0.25%）とした（図 3-4）。 
フラクション 6-1-1-1 と 6-1-1-2、6-1-1-3 を用いてカラゲニン浮腫モデルマウス試験を行
った結果、フラクション 6-1-1-1 は有意なカラゲニン浮腫抑制作用を示した。厚さの増加量
ではControl群を100%とするとフラクション6-1-1-1投与群において2時間目では53.2 %、
4 時間目では 33.7 %、6 時間目では 45.6 %抑制した。またフラクション 6-1-1-2 でも 6 時
間目に 22.7％抑制した。容積の増加量ではControl群を100%とするとフラクション 6-1-1-1
投与群において 6 時間目に 51.9 %抑制した(図 3-5）。 
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表 3-1 スクリーニング結果一覧 
 
 
スクリーニングはカラゲニン浮腫モデルマウス試験を用いてサンプルの抗炎症作用を評価
した。カラゲニン浮腫のピークとなる注射 4 時間後の厚さと容積に焦点を当て、非サンプ
ル投与群と比較し、浮腫形成抑制率が 20％以上のものを「△」と示し、浮腫形成抑制率が
45%以上のものを「◎」と示した。  
厚さ 容積 厚さ 容積
◎三重サンプル カバノリ × × ◎三重サンプル タンバノリ △ ×
クロソゾ × × キントキ ◎ ◎
カイノリ △ ×
◎生薬サンプル 妙百芍 △ △ ◎生薬サンプル 海金沙 × ×
桃仁 △ △ 紫花地丁 × ×
天冬 × △ 白前 △ △
おさ虫 × × 草豆蔲 △ △
太子参 × × 沉香粉 × ×
天麻 × × 炒赤芍 × ×
桑寄生 × × 刘寄奴 × ×
炒党参 × △ 瞿麦 × ×
威㚑仙 × △ 橘路 × ×
桑白皮 × △ 栃子 × ×
陳皮 △ ◎ 益母草 × ×
艻木 × × 蜜紫苑 × ×
桑萁 × × 玄参炭 × ×
射干 △ × 老鶴草 × ×
伸筋草 × × 炒弱苡仁 × ×
三稜 × × 葛根 × ×
桑叶 × × 狗脊 × ×
胡芦巴 × × 桂皮 × ×
矮地茶 △ × 橘皮 × ×
莵慈子 × × 僵蚕 × ×
炙麻黄 × × 皀莱 × ×
制草鳥 × × 商陸 × △
ば貝母 ◎ △ 柿帯 × ×
白豆蔲 × × 麦芽 × ×
冬葵子 × × 苦杏仁 × ×
淡豆鼓 × × 干姜 × ×
地愉 × × 胡桃肉 × ×
釣藤 × × 攻塊花 × ×
紅花 × × 酷三校 × ×
桑枝 × × 橘叶 × ×
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図 3-1. カラゲニン浮腫モデルマウスにおけるキントキ MeOH 抽出物の抗浮腫
作用に及ぼす影響 
キントキ MeOH抽出物投与群では 250 ㎎/㎏投与群と 500 mg/kg投与群において厚さの増
加量では 2 時間目、４時間目で有意に浮腫を抑制した。また容積の増加量でも 250 ㎎/㎏投
与群と 500 mg/㎏投与群において、濃度依存的な浮腫形成抑制傾向がみられた。 
 
Each value represents mean ± S.E. (n=6),  *： p<0.05, ***： p<0.005 vs Control. 
◆ Control 蒸留水  ■ キントキ MeOH 抽出物 250 mg/kg 
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図 3-2. キントキ MeOH 抽出物が RAW264.7 細胞の生存率に及ぼす影響と細
胞の NO 産生に及ぼす影響 
 
キントキ MeOH 抽出物添加群は 3.125～200µg/ml の範囲において細胞生存率評価試験
（MTT assay）における細胞生存率の低下はみられなかった。またキントキ MeOH抽出物
添加群は Control 群と比較して 25～200 µg/ml において濃度依存的に有意な NO産生抑制
作用がみられた。 
 
Each value represents mean ± S.E. (n=4),  ***： p<0.005 vs Control. 
 NO 産生率    細胞生存率 
 
  
0
100
ＬＰＳ
(-)
Cont. 3.125 6.25 12.5 25 50 100 200
%
 o
f 
c
o
n
tr
o
l
***
*** ***
***
***
LPS(+) + サンプル（µg/ml）
27 
 
 
図 3-3. キントキ粗抽出物の分画スキーム 
  
MeOH Extract
【100.0％】
Water / EtOAc=1：1
EtOAc
【78.2 ％】
Water
【21.9 ％】
Hex
【37.7 ％】
90％MeOH
【19.0％】
Hex/90％MeOH＝1：1
Fr.1
【0.05%】
Silicagel (54g,volum120cm3,
Hex:EtOAc=1:8→100%MeOH)
Fr.2
【0.05%】
Fr.3
【0.05%】
Fr.4
【0.05%】
Fr.5
【10.3%】
Fr.6-3
【0.6%】
Fr.6-2
【0.7%】
Fr.6-1
【0.6%】
Fr.6
【2.0%】
Fr. 5-3
【1.5 %】
Fr. 5-2
【1.7 %】
Fr. 5-1
【4.1 %】
Cosmosil 75C18-OPN(16g,volum12.5cm
3,
MeCN:MeOH=9:1→100%MeOH)
Cosmosil 75C18-OPN(16g,volum50.0cm
3,
MeCN:MeOH=9:1→100%MeOH)
HPLC column chromatograph
column: ODS-HG-5
Flow rate: 5 ~7.5 ml/min solvent : 50%MeOH
Fr.6-1-3
【0.03 %】
Fr.6-1-2
【0.03 %】
Fr.6-1-1
【0.02 %】
Fr.6-2-3
【0.13 %】
Fr.6-2-2
【0.12%】
Fr.6-2-1
【0.11%】
Fr.6-1-1-3
【0.06 %】
Fr.6-1-1-2
【0.25 %】
Fr.6-1-1-1
【0.13 %】
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図 3-4. キントキ分画物の薄層クロマトグラフィー 
 
分画物活性試験（図 3-5.）に用いたサンプルを薄層クロマトグラフィーで分析した結果、4
つのスポットが確認出来た。フラクション 6-1-1-1 を構成するフラクション 6-1-1 と 6-2-1
にはスポット 1 が共通して見られた。スポット 2 はフラクション 6-1-3 と 6-2-3 の２か所で
確認できた。スポット 3はフラクション 6-1-1 で確認出来、スポット 4はフラクション 6-2-1
で確認された。 
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図 3-5. カラゲニン浮腫モデルマウスにおけるキントキ分画物の抗浮腫作用に
及ぼす影響 
 
キントキ分画投与群ではフラクション 6-1-1-1投与群とにおいて厚さの増加量では 2時間目、
4 時間目、6 時間目で有意に浮腫を抑制した。また容積の増加量でもフラクション 6-1-1-1
投与群において、6 時間目で有意に浮腫を抑制した。 
 
Each value represents mean ± S.E. (n=6),  *： p<0.05, ***： p<0.005 vs Control. 
◆ Control 蒸留水  ■ フラクション 6-1-1-1 1,000 mg/kg 
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第４章 考察 
 
本研究の結果、紅藻類スギノリ目ムカデノリ科キントキ Grateloupia angusta (Harvey) 
Kawaguchi et Wang にカラゲニン浮腫モデルマウスにおける浮腫形成抑制作用（in vivo）
と Gress 法による一酸化窒素（NO）産生抑制作用（in vitro）が確認された。 
炎症は多様な炎症発生経路を辿って生じる複雑な現象であるから、一つの炎症発生経路
に対する抑制効果をもってもそれを抗炎症効果とすることは難しい、しかし全ての炎症発
生経路に対して抗炎症的に反応する炎症モデルを実験的に作り出すことも難しいと考えら
れている。臨床試験においてさえ対象とする炎症性疾患の種類によって比検薬物の効果に
著しく差が出てくるほどであるから、動物実験の段階で単一な方法で効果の検定を行うこ
とは難しい 53）。抗炎症効果の検定法にはきわめて多くの種類があり、そのうち本研究にお
いては比較的よく用いられるカラゲニンによる浮腫の抑制効果を指標とし、抗浮腫作用を
もつ新規食品素材の探索を行った。 
本研究では海藻類と生薬類に焦点を当ててスクリーニングをおこなった。海洋生物が有
する機能性物質は数多く存在し未だ知られていないものも多く存在すると考えられる 32）。
食用として利用されている海藻はワカメ、コンブ、ヒジキなどごく一部の海藻であり、多
くの海藻は食用に向かない雑海藻として扱われている 32)。しかし海藻には NF-κB の発現抑
制により抗炎症作用をもつイソモク 54）や炎症メディエーターの抑制により抗炎症作用をも
つ紅藻類のカタオバクサ 55)、炎症物質腫瘍壊死因子(TNF-α)とプロスタグランジンE２（PGE
２）を抑制することで抗炎症作用をもつワカメ 56
）などヘルスフードとして有用な海藻など
食品素材が世の中には数多く存在する 57-79)。 
また生薬も日本の食薬区分ではどちらにも分類されていないものも存在している。そこ
でまだその機能性を研究されていないものが存在する可能性があると考えた。スクリーニ
ングの結果、紅藻類キントキに浮腫形成抑制作用が確認された。 
キントキは太平洋沿岸中部より南の暖海に分布している。からだはかたく、ごつごつし
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た手触りである。不規則に叉状に分枝するが、また枝の両へりから短い小枝を羽状にだす
こともある。からだはおしつぶされたように平たいが、中央部がもり上がって注肋のよう
になる。低潮線付近から漸深帯の岩上に育成する 47）。食経験はなくこれまでに抗浮腫作用
をもつという報告はない。ムカデノリ科 Grateloupiaceae より抽出されたグルタミン酸 N-
誘導体の多糖類が抗増殖活性を有するといった特許申請 80）や紅藻 Prionitis による特異的
な共生バクテリア誘導作用の報告 81-84）、紅藻類の励起エネルギー移動に関する報告 85）など
はあった。 
カラゲニン浮腫モデルマウス試験でキントキ粗抽出物は 500 mg/kg の投与時において
Control 群（蒸留水）に対し足蹠の浮腫を有意に抑制した。カラゲニン浮腫モデルマウスに
おける腫脹は急性滲出による腫脹である 86）。有害刺激が生体内に作用すると、局所で微小
循環系の拡張と充血、血管透過性の亢進が起こり（血管反応）、続いて白血球の血管外での
遊走が起こる（細胞反応）。血管反応は熱感、発赤という炎症反応の主症候の基礎をなす。
一方、血管透過性亢進は血漿蛋白を伴って水が血管の外へ漏れ出すことによって起こる。
これが炎症による腫脹の原因となる 3）。カラゲニンはシクロオキシゲナーゼ 2（COX-2）を
活性化する。COX はアラキドン酸を基質としてプロスタグランジン E２（PGE2）などを生
成する 86）。PGE2は炎症時の疼痛や腫脹に深く関与している。炎症作用の強いものほど PG
産生作用が強いことが明らかになってから抗炎症物質探索の大きな指標として PG 産生阻
害活性、COX 阻害活性が用いられるようになった 3,6-7）。 
キントキはカラゲニン浮腫を抑制することから、COX 阻害作用または COX が関与する
アラキドン酸カスケードでの PGE２の産生抑制作用を有すると考えられる 6-7,87)。 
 
一酸化窒素（NO）は血管拡張や神経伝達機能をもち抗炎症作用と免疫作用において重要
な物質として知られている 88)。 具体的には内皮細胞由来平滑筋弛緩因子（EDRF）として
血管平滑筋弛緩作用を有し血管維持作用を発揮している。また中枢あるいは抹消神経にお
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いて神経伝達物質として作用している 89）。しかしNOはCOX-2、ホスホリパーゼA2（PLA2）
を S-ニトロシル化し酵素活性を増強させ、PGE2 の産生を亢進させることが知られている
87,90-92)。また炎症時にはインターフェロン γ、腫瘍壊死因子 α（TNF-α）、インターロイキン
1β（IL-1β）などの炎症性サイトカインの産生誘導を介して誘導型 NO 合成酵素（iNOS）
が発現され、常時発生している構成型 NO 合成酵素（cNOS)による NO 産生よりも長時間
に及ぶ、過剰な NO の産生が認められる 88,93）。NO 自体に高い化学的反応性はないが、NO
はスーパーオキシド（O2-）と反応して強力な細胞阻害活性を有するペルオキシナイトライ
ト（ONOO・）を生成する。この ONOO-が組織傷害や血管透過性亢進を引き起こし、炎症
反応を促進する 3）。これらのことから過剰な NO が炎症反応を促進する作用があると考え
られている。本研究では RAW264.7 細胞を用いて NO 産生抑制試験を行った。その結果キ
ントキ粗抽出物（25～200 µg/ml）において濃度依存的に有意な NO 産生抑制作用が確認さ
れた。 
 
活性成分単離、精製のためにキントキ粗抽出物の分画を進めた。カラゲニン浮腫モデル
マウス試験を指標に行ったところ、脂溶性のフラクション（Fr.6-1-1-1）までカラゲニン浮
腫形成抑制作用が確認できた。活性成分の単離にはまだ至っていないため、さらなる物質
解明に取り組む必要がある。Fr.6-1-1-1 を構成する Fr.6-1-1 と Fr.6-1-2 ではどちらにもス
ポット１を観察することが出来、スポット 3 とスポット 4 は片方のみで確認出来たことか
ら活性成分はスポット１である可能性が高いと示唆された。スポット 1 は UV（254 nm）
の照射によって確認することが出来る。高速液体クロマトグラフィーで分析したところ、
数種類の成分の混合物であることが考えられた。このことから活性成分の単離にはさらな
る単離、精製が必要であると考えられる。 
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キントキは本研究で行った細胞生存率評価試験（MTT 試験）において細胞毒性はみられ
なかったものの、食経験のない素材 94-99)であるため安全性については確認すべき点が残さ
れている。しかし本研究ではカラゲニン浮腫形成抑制作用と NO 産生抑制作用を確認し、
この素材の抗炎症作用を見出すことができた。今後炎症性サイトカインの生成抑制作用、
炎症反応や免疫反応を調節する転写因子であるNF-κBの活性阻害作用や様々な炎症モデル
試験（in vivo）における抗炎症反応を確認する価値はあると考えられる。浮腫形成抑制作
用、NO 産生抑制作用を有するキントキの用途として、機能性食品などが考えられ抗炎症と
いう目的で社会貢献が期待できるヘルスフードとして有用な新規食品素材であることが示
唆される。 
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